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La presente invention a pour objet tin yogourt et son procede de preparation, ainsi qu'un mutant de 
Lactobacillus bulgaricus et son procede de selection. 

Le yogourt est obtenu par fermentation d'un lait avec une combinaison de souches de Streptococcus 
thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus et se presente sous forme de gel contenant les souches 
5 vivantes. C'est un produit frais, a conservation limitee. meme sous refrigeration. Divers procedes ont ete 
proposes pour ameliorer ses proprietes de conservation, notamment pour reduire I'augmentation de son 
acidite, autrement dit sa postacidification, et Papparition d'un gout amer qui degradent ses qualites 
organoleptiques. 

C'est ainsi que JP-A-85256341 propose la preparation d'un yogourt doux en utilisant un levain mixte 
w dans lequel les nombres de cellules/ml de L.bulgaricus et S.thermophilus sont dans un rapport prefere de 

1:100. Si la reduction du nombre relatif de cellules de L.bulgaricus peut permettre de reduire la 

postacidification du yogourt en cours de conservation sous refrigeration, elle peut.cependant entratner aussi 

une reduction du caractere organoleptique typiquement yogourt du produit qui est dO au travail en 

symbiose des deux microorganismes. 
75 us 4425366 decrit ia preparation d'un yogourt longue conservation a I'aide d'une combinaison de 

souches de L.bulgaricus et de S.thermophilus dans laquelle la souche de L.bulgaricus presente une faible 

activite proteolytique. Ce document propose cependant egalement d'utiliser un nombre relatif de cellules de 

L.bulgaricus de I'ordre de 1:100. 

US 4734361 decrit la selection d'une souche de L.bulgaricus sensible aux basses temperatures, 
20 autrement dit presentant une faible activite a une temperature de conservation de 10* C tout en presentant 

une bonne activite a une temperature de fermentation de 43 "C. La souche FERM BP-1041 ainsi 

selectionnee a ete derivee de la souche ATCC 11842. 

JP-A-90053437 decrit la preparation d'un yogourt en utilisant, en combinaison avec une souche de 

S.thermophilus, une souche de L.bulgaricus selectionnee pour son incapacite (mutant artificiel SBT-0218) 
25 ou sa capacite reduite (mutant naturel SBT-0220) a fermenter le lactose. Le lait de depart doit alors etre 

supplement^ en glucose. 

WO 90/05459 propose la construction d'un L.bulgaricus sensible aux basses temperatures ou aux bas 
pH par mutation selective sur Exoli d'un gene beta-galactosidase preieve sur L.bulgaricus et destine a etre 
reincorpore a L.bulgaricus. 

30 La presente invention a pour but de proposer la preparation d'un yogourt dont les qualites organotepti- 
ques ne se degradent pas a la conservation tout en presentant un caractere traditionnel typique du au 
travail en symbiose des deux microorganismes S.thermophilus et L.bulgaricus. Elle a egalement pour but 
de proposer un procede reproductible et sur de selection d'un mutant de L.bulgaricus qui, utilise en 
combinaison avec au moins une souche de S.thermophilus, permette de preparer un tel yogourt. 

35 A cet effet, le yogourt selon la presente invention comprend: 

- 10-20% en poids de matiere seche d'un lait animal et/ou vegetal, 

- de 10 6 -10!° -cellules/ml d'un mutant de Lactobacillus bulgaricus dans I'ADN duquel manque un 
fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase, et 

- de lO^-IO 10 cellules/ml de Streptococcus thermophilus. 

40 De meme, dans le procede de preparation d'un yogourt selon la presente invention, on fait fermenter un 
lait avec une combinaison d'au moins une souche de Streptococcus thermophilus et d'un mutant de 
Lactobacillus bulgaricus dans I'ADN duquel manque un fragment comprenant une partie au moins du gene 
beta-galactosidase. 

Le mutant de Lactobacillus bulgaricus selon la presente invention presente done un ADN ou manque un 
45 fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase. 

Enfin, dans le procede de selection d'un mutant de L.bulgaricus selon la presente invention, 

- on realise un criblage d'une souche mere de L.bulgaricus sur plaque X-gal pour isoler des colonies 
presentant une mutation beta-galactosidase moins, 

- on soumet ces colonies de mutants a un test de stabilite dans un milieu contenant du lactose comme 
so seule source d'energie, 

- on digere I'ADN chromosomique de mutants stables a I'aide d'enzymes de restriction et on le soumet 
a un test de detection de fragments compris dans une region comprenant le gene beta-galactosidase, 
et 

- Ton selectionne un mutant presentant un ADN dans lequel manque un fragment comprenant une 
55 partie au moins du gene beta-galactosidase. 

On a constate en effet qu'il est ainsi possible de proposer un yogourt dans lequel la postacidification et 
Tapparition d'un gout amer a ta conservation soient notablement reduits et dont par ailleurs les qualites 
organoleptiques presentent un caractere traditionnel typique du yogourt du au travail en symbiose des deux 

2 
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microorganismes S.thermophilus et Lbulgaricus. 

On a constate notamment que le mutant de Lbulgaricus selon la presente invention presente la 
propriety surprenante de ne provoquer qu'une faible postacidification a la conservation tout en travaillant de 
maniere active en symbiose avec S.thermophilus durant la fermentation, les nombres respectifs de cellules 
5 de ces deux microorganismes pouvant en particulier se trbuver dans un rapport relativement equilibre, 
notamment un rapport de environ 1:20 - 1:1, aussi bien au depart de I'incubation que dans le yogourt 
obtenu. 

Dans deux formes d'execution preferees du yogourt, de son procede de preparation, du mutant et de 
son procede de selection, ledit fragment d'ADN manquant soit ne comprend qu'une partie du gene beta- 

70 galactosidase, soit comprend une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etend au moins en aval 
de ce gene sur au moins 1,0 kb. 

La premiere de ces formes d'execution preferees est plus particulierement destinee a une utilisation 
dans des pays a climat tempere, voire relativement froid. La seconde de ces formes d'execution preferees 
est plus particulierement destinee a une utilisation dans des pays a climat relativement chaud. 

75 Ladite premiere forme d'execution preferee est egalement susceptible d'etre utilisee dans des pays a 
climat relativement chaud pour autant qu'on y dispose de moyens de refrigeration adequats, notamment 
d'une chaTne du froid. De meme, ladite deuxieme forme d'execution preferee est egalement susceptible 
d'etre utilisee dans des pays a climat relativement froid sans faire usage de moyens de refrigeration 
particuliers, en se passant notamment d'une chaTne du froid. 

20 Dans le cadre de ladite premiere forme d'execution preferee, le mutant de L.bulgaricus est apparem- . 
ment incapable de fermenter seul le lactose, mais, cultive dans un lait en symbiose avec S.thermophilus, il 
est capable d'acidifier ce lait pratiquement aussi bien que la souche mere dont il est issu. L'addition de 
faibles quantites de glucose permet de moduler la vitesse de cette acidification et le niveau de postacidifi- 
cation a la conservation. 

25 Dans le cadre de ladite deuxieme forme d'execution preferee, le mutant de L.bulgaricus est apparem- 
ment incapable de fermenter seul le lactose, et, cultive dans un lait en symbiose avec S.thermophilus, il 
acidifie ce lait a une vitesse moins grande et jusqu'a un pH moins eleve que la souche mere dont il est 
issu. L'addition d'une faible quantite de glucose permet d'accelerer un peu la vitesse de cette acidification 
et d'abaisser legerement le pH atteint, pratiquement sans poser de probleme de postacidification. 
30 Dans le cadre de chacune de ces deux formes d'execution preferees, il est possible de maintenir un 
relativement grand nombre de cellules vivantes de chacun des microorganismes dans les yogourts obtenus. 

Pour mettre en oeuvre le procede de preparation d'un yogourt selon la presente invention, on peut 
utiliser comme matiere premiere un lait animal et/ou vegetal, frais ou reconstitue, ecreme, semi-ecreme ou 
entier, pasteurise, comprenant 10-20% en poids de matiere seche. On inocule de preference ce lait avec 
35 0,2-5%, de preference 0,5-3%, en volume d'une culture contenant lO^-IO 10 , de preference lOMO 9 , 
cellules/ml dudit mutant de Lactobacillus bulgaricus et 1-5%, de preference 2-4%, en volume d'une culture 
contenant lOMO 10 . de preference 10 8 -10 9 , cellules/ml de Streptococcus thermophilus. 

On peut faire fermenter le lait durant 2,5-15 h a 35-48 - C. Le pH atteint au cours de cette fermentation 
ou acidification peut varier entre environ 4,3 et 4,8 dans le cadre de ladite premiere forme d'execution, a 
40 savoir celle ou ledit fragment manquant d'ADN de L.bulgaricus ne comprend qu'une partie au moins du 
gene beta-galactosidase. Ce pH peut etre abaisse de environ 0,1-0,5 unites par addition de environ 0,2-2% 
en poids de glucose au lait de depart. 

Le pH atteint au cours de cette fermentation ou acidification peut varier entre environ 4,5 et 5,0 dans le 
cadre de ladite deuxieme forme d'execution, a savoir celle ou ledit fragment manquant d'ADN de 
45 L.bulgaricus comprend une partie au moins du gene b§ta-galactosidase et s'etend au moins en aval de ce 
gene sur au moins 1 ,0 kb. Ce pH peut etre abaisse de environ 0,05-0,3 unites par addition de environ 0,2- 
2% en poids de glucose au lait de depart. 

On peut obtenir ainsi un yogourt contenant des nombres respectifs de cellules/ml dudit mutant de 
L.bulgaricus et de S.thermophilus comparables aux nombres de cellules/ml presentes par les cultures 
so utilisees pour I'incubation. Les rapports entre ces nombres respectifs sont situes de preference entre 
environ 1:20 et 1:7, voire entre 1:20 et 1:4 dans le cadre de ladite premiere forme d'execution, et entre 
environ 1:10 et 1:4, voire entre 1:10 et 1:1 dans le cadre de ladite deuxieme forme d'execution. 

Ce yogourt presente done des qualites organoleptiques presentant le caractere typique du yogourt 
traditionnel du a ('utilisation en symbiose de L.bulgaricus et S.thermophilus. II peut §tre conserve durant 
55 plusieurs semaines sous refrigeration, voire a temperature ambiante pour ladite deuxieme forme d'exe- 
cution, sans que le pH chute de plus de environ 0.05-0,5 unites, sans qu'apparaisse de gout amer, et sans 
que le nombre de cellules vivantes qu'il contient ne presente de variations notables. 

Pour mettre en oeuvre le procede de selection d'un mutant de L.bulgaricus selon la presente invention, 
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on choisit de preference comme souche mere une souche utilisee commercialement et pr6sentant done 
toutes les qualites requises pour la production d'un bon yogourt traditionnel du commerce. 

Avec une telle souche mere, on peut realiser un criblage sur plaque X-gal tel que decrit par B.Mollet et 
al. ( Journal of Bacteriology 172, 5670-5676 (1990) en reference a J.H.Miller (1972), par exemple. On peut 
5 isoler ainsi des colonies presentant une mutation beta-galactosidase moins, autrement dit des mutants 
incapables de fermenter le lactose du fait d'un disfonctionnement de I'enzyme beta-galactosidase grace a 
laquelle L.bulgaricus doit normalement hydrolyser le lactose en glucose et galactose avant de pouvoir 
consommer le glucose. 

On peut soumettre ces colonies de mutants a un test de stabilite en les cultivant dans un milieu 

w contenant du lactose comme seule source d'energie, tel qu'un lait de vache, par exemple, afin d'eliminer 
les mutants susceptibles de retourner spontanement a I'etat original beta-galactosidase plus. 

On peut extraire I'ADN chromosomique des mutants stables de la maniere decrite par M.Delley et al., 
Appl. Environ. Microbiol. 56, 1967-70 (1990), par exemple. On peut digerer I'ADN a Taide d'enzymes de 
restriction telles que BamHL EcoRI, Hind lll, Sai l et Tag I, par exemple. 

J5 On soumet alor$TTADN~digere a un test de detection de fragments compris dans une region 
comprenant le gene beta-galactosidase. Pour ce faire, on peut separer les fragments d'ADN ainsi obtenus 
sur gel d'agarose, les placer sur une membrane de transfert pour criblage de genes par hybridation, et 
realiser une hybridation avec une sonde ADN portant le gene beta-galactosidase seldn la methode des 
taches de Southern (E.Southern, J.Mol.Biol. 98, 503-517, 1975), par exemple. On peut utiiiser comme sonde 

20 ADN un fragment Sall-BamHI du plasm i de" pMZ2 (B.Mollet et al., J. Bacterid. 172, 5670-5676, 1990), 
fragment que Ton piut marquer au 32 P, qui presente une longueur de 4,3 kb et qui contient tout le gene 
beta-galactosidase, par exemple. 

Pour realiser ledit test de detection, on peut egalement appliquer la methode de la PCR avec des 
amorces specifiques, par exemple (PCR est le sigle de I'expression anglaise "Polymerase Chain Reaction"; 

25 cf. Saiki et al., Science 230, 1350-1354, 1985 et Saiki et al., Science 239, 487-491, 1988). 

On peut selectionner alors un mutant presentant un ADN dans lequel manque un fragment comprenant 
une partie au moins du gene beta-galactosidase. On a constate en effet que de tels mutants d'une souche 
mere commerciale pouvaient §tre utilises avantageusement en symbiose avec S.thermophilus pour la 
preparation des presents yogourts. 

30 On a constate en particulier que de tels mutants presentant un ADN dans lequel manque un fragment 
ne comprenant qu'une partie du gene beta-galactosidase, fragment qui peut presenter une longueur 
comprise entre queiques paires de base et la quasi totalite de la longueur du gene beta-galactosidase, se 
pretent particulierement bien a la preparation d'un yogourt a longue conservation sous refrigeration dans 
des pays a climat tempere, voire relativement froid. Parmi divers mutants selectionnes de ce type, Tun a 

35 ete depose, a titre d'exempfe, selon le Traite de Budapest, le 29.03.91., a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 7524 Paris Cedex 15, France, 
ou il a regu le No CNCM 1-1068. 

Des details concernant la morphologie et les proprietes de cette souche CNCM 1-1068 sont donnes ci- 
apres: 

40 

Morphologie : 

- Microorganisme Gram positif, catalase negatif et anaerobe facultatif. 

- Bacilles droits, sans flagelles, ni formation de spores. 

45 

Fermentation des sucres: 



- Production d'acide a partir de: 

- D-glucose 
so - D-fructose 

- D-mannose 

Autres: 

55 - Pas de production d'acide a partir du lactose (pas d'enzyme beta-galactosidase fonctionnelle). 

On a constate aussi en particulier que de tels mutants presentant un ADN dans lequel manque un 
fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etendant au moins en aval de ce 
gene sur au moins 1.0 kb, se pretent particulierement bien a la preparation d'un yogourt a longue 
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conservation sous refrigeration dans des pays a climat relativement chaud. Parmi les divers mutants 
selectionnes de ce type. Tun a ete depose, a titre d'exemple, selon le Traite de Budapest, le 29.03.91, a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 7524 
Paris Cedex 15, France, ou il a regu le No CNCM 1-1067. 
s Des details concernant la morphologie et les proprietes de cette souche CNCM 1-1067 sont donnes ci- 

apres: 

Morphologie : 

70 - Microorganisme Gram positif, catalase negatif et anaerobe facultatif. 
- Bacilles droits, sans flagelles, ni formation de spores. 

Fermentation des sucres: 

75 - Production d'acide a partir de: 

- D-glucose 

- D-fructose 

- D-mannose 

20 Autres: 



- Pas de production d'acide a partir du lactose (pas d'enzyme beta-galactosidase fonctionnelle). 
Les exemples ci-apres sont presentes a titre d'illustration des produits et procedes selon la presente 
invention. Les pourcentages y sont donnes en poids, sauf indication contraire. 

25 

Exemple 1 

On sterilise 5 litres de milieu de culture MRS a 121 *C durant 15 min. On les inocule avec 5% en 
volume d'une culture active de la souche Lactobacillus bulgaricus CNCM 1-1068 contenant environ 10 9 

30 cellules/ml. On incube a 41 °C durant 8 h et Ton obtient un levain contenant 4.5-10 8 cellules/ml. 

On sterilise a 121 °C durant 15 min 5 litres de lait ecreme reconstitue a 10% de matiere seche auquel 
on a ajoute 0,1% d'extrait de levure. On les inocule avec 2% d'une culture active de Streptococcus 
thermophilus epaississant du commerce contenant environ 10 9 cellules/ml. On incube a 41 *C durant 4 h et 
Ton obtient un levain contenant 4,5.10 s cellules/ml. 

as On inocule ensuite un lot de lait entier a 3,7% de matiere grasse renforce avec 2,5% de lait ecreme en 
poudre et pasteurise 30 min a 90* C, avec 2% en volume du levain de L.bulgaricus 1-1068 et 3% en volume 
du levain de S.thermophilus epaississant. On brasse le lait inocule, on le repartit en pots et on Tincube 
durant 4 h a 41 * C. 

On obtient un yogourt qui presente une bonne texture ferme et lisse, ainsi qu'une flaveur douce 
40 agreable, typique de ce genre de produit. Ce yogourt a un pH de 4,53 et contient 4,6. 10 7 cellules/ml de 
L.bulgaricus 1-1068 et 6,8.10 s cellules/ml de S.thermophilus. 

On soumet ce yogourt a un test de conservation a 4° C et a 12° C. Dans ce test, on mesure le pH et on 
deguste le produit apres 1, 7, 14 et 24 d (jours) d e conservation. Les resultats sont presentes dans le 
tableau 1 ci-apres. 

45 

Exemple 2 

On procede de la maniere decrite a I'exemple 1, mais on utilise la souche de L.bulgaricus CNCM I- 
1067 a la place de la souche CNCM 1-1068. 
so Le levain de L.bulgaricus obtenu contient 5,2.10 s cellules/ml. 

On obtient un yogourt presentant un pH de 4,55 apres 8h30 d'rncubation a 41 * C. II contient 5,6.1 0 7 
cellules/ml de L.bulgaricus CNCM 1-1067 et 5,5.10 s cellules/ml de S.thermophilus. II presente une bonne 
texture et une flaveur agreable comparables a celles du yogourt obtenu a I'exemple 1 . 

On soumet ce yogourt au test de conservation decrit a I'exemple 1 . Les resultats sont presentes dans 
55 le tableau 1 ci-apres. 

Exemple comparatif i) 
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A titre de comparaison, on procede de la maniere decrite a Pexemple 1 en remplagant les deux 
mutants 1-1067 et i-1068 par teur souche mere qui est une souche utilisee industriellement pour la 
fabrication de yogourts. 

On obtient un yogourt temoin (i) presentant un pH de 4,53 apres 3h30 d'incubation a 41 * C. II contient 
5 2,9.1 0 7 cellules/ml de Lbulgaricus et 4,9.1 0 8 cellules ml de S.thermophilus. II presente une bonne texture et 
une flaveur douce agreable. 

On soumet ce yogourt temoin (i) au test de conservation decrit a I'exemple 1. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 1 ci-apres. 

10 Tableau 1 



75 



20 



Ex no Temps de Conservation a 4°C 

(CNCM no) stockage pH degustation 



(d) 



Conservation a 12 °C 
pH degustation 



25 



30 



(1-1068) 



(1-1067) 



35 



1 
7 
14 
24 

1 
7 
14 
24 



4,53 bon, doux 

4.41 bon, doux 

4,30 bon, aromatique 

4,22 bon, aromatique 

4,55 bon, doux 
4,48 bon, doux 
4,46 doux, aromatique 

4.42 doux, aromatique 



4,53 bon, doux 

4,20 bon, aromatique 

4,13 bon, aromatique 

4,06 bon, aromatique 

4,55 bon, doux 

4,35 bon, aromatique 

4,22 bon, aromatique 

4,20 bon, aromatique 



40 



comparatif i) 
(temoin i) 



45 



50 



1 
7 
14 
24 



4,53 bon, doux 
4,27 leg. acide 
4,18 leg.amer 
4,16 leg.amer 



4,53 bon, doux 
4,18 acide 
3,97 amer 

3,92 tres acide, amer 



55 



Ces resultats montrent que les deux yogourts des exemples 1 et 2 sont tres stables a la conservation, 
leur postacidification etant beaucoup moins rapide que celle du yogourt temoin. La postacidification du 
yogourt de I'exemple 2 est encore plus faible que celle du yogourt de I'exemple 1. Enfin, contrairement a 
ce qui se passe avec le yogourt temoin, on ne constate Tapparition d'aucun gout amer, meme leger, dans 
les yogourts des exemples 1 et 2. 



Exemples 3-6 
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On procede de la meme maniere qu'k Pexemple 1, a 1'exception du fait que Ton ajoute 0,5% de 
glucose dans le lait a I'exemple 3 et 1% de glucose dans le lait a I'exemple 4 avant de le pasteuriser. 

De meme. on procede comme h I'exemple 2, a ('exception du fait que Ton ajoute 0,5% de glucose 
dans le lait a I'exemple 5 et 1% de glucose dans le lait a I'exemple 6. 
s Le lait inocule est incube h 41 • C, pendant 3h40 jusqu'a un pH de 4,55 & I'exemple 3, pendant 3h40 

jusqu'a un pH de 4,53 a Pexemple 4. et pendant 8 h jusqu'a un pH de 4,63 aux exemples 5 et 6. 

Les yogourts ainsi obtenus presentent une bonne texture et une flaveur agreable. Leurs teneurs 
respectives en L.bulgaricus et S.thermophilus, exprimees en nombre de cellules actives par ml, sont de 
4 ( 7.10 7 (1-1068) et 6,4.10 s , 7.10 7 (1-1068) et 9.0.10 s , 7.8.10 7 (1-1067) et 7,5,10 s , ainsi que 7.9.10 7 (1-1067) et 
10 5,7.10 s pour les exemples respectifs 4, 5, 6 et 7. 

On soumet tous ces yogourts au test de conservation decrit a I'exemple 1 et Ton obtient les resultats 
presentes au tableau 2 ci-apres: 



Tableau 2 
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Ex no (CNCM no) 


Temps de stockage 


Conservation a 4 * C 


Conservation a 12* C 




(d) 


PH 


degustation 


PH 


degustation 


3 (1-1068) 


1 


4,55 


bon, doux 


4,55 


bon, doux 




7 


4,36 


bon, aromatique 


4,07 


bon, acide 




14 


4,30 


bon, aromatique 


4,01 


bon, acide 




24 


4,25 


bon, aromatique 


3,94 


bon, acide 


4(1-1068) 


1 


4,53 


bon, doux 


4,53 


bon, doux 




7 


4.24 


bon, aromatique 


4,00 


bon, acide 




14 


4,15 


bon, aromatique 


3,93 


tres acide 




24 


4,08 


bon, aromatique 


3,84 


tres acide 


5 (1-1067) 


1 


4,63 


bon, doux 


4,63 


bon, doux 




7 


4,42 


bon, aromatique 


4,30 


aromatique 




14 


4,42 


bon, aromatique 


4,19 


aromatique 




24 


4,40 


bon, aromatique 


4,16 


aromatique 


6 (1-1067) 


1 


4,63 


bon, doux 


4,63 


bon, doux 




7 


4,42 


bon, aromatique 


4,31 


aromatique 




14 


4 t 42 


bon, aromatique 


4,22 


aromatique 




24 


4,40 


bon, aromatique 


4,15 


aromatique 



Ces resultats montrent que Ton peut moduler le degre de postacidification du yogourt en ajoutant du 
glucose dans le lait lorsque le mutant de L.bulgaricus utilise est du type dans lequel ledit fragment d'ADN 
manquant ne comprend qu'une partie du gene beta-galactosidase (Exemples 3 et 4, L.bulgaricus CNCM I- 
1068). Cette postacidification plus ou moins reduite fait qu'un tel mutant est plus particulierement destine a 
etre utilise pour preparer des yogourts dans des pays a climat temper^ ou relativement froid. 

Par contre, on ne modifie qu'a peine le degre de postacidification du yogourt en ajoutant du glucose 
dans le lait lorsque ie mutant de L.bulgaricus utilise est du type dans lequel ledit fragment d'ADN manquant 
comprend une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etend au moins en aval de ce gene sur au 
moins 1,0 kb (Exemples 5 et 6, L.bulgaricus CNCM 1-1067). Cette absence d'influence du glucose sur la 
postacidification permet Tutilisation d'un mutant de ce type pour la preparation de yogourts aromatises 
sucres, par exemple. La postacidification elle-meme tres reduite, meme a 12* C, destine en outre un tel 
mutant a etre plus particulierement utilise pour preparer des yogourts dans des pays a climat relativement 
chaud. 



Exemple 7 

On prepare deux levains semblables a ceux de Pexemple 2, Tun contenant 4,3.10 s cellules/ml de 
L.bulgaricus CNCM 1-1067 et P autre contenant 6.10 s cellules/ml de S.thermophilus filant. 

Dans un lait partiellement ecr^me contenant 2,8% de matfere grasse renforc6 avec 5% de lait ecreme 
en poudre, et pasteurise 30 minutes & 90 *C. on inocule 2% en volume du levain de L.bulgaricus et 3.5% 
en volume du levain de S.thermophilus 6paississant. Apres incubation pendant 8 heures a 41 • C, on 

7 — ^ 
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refroiclit et on brasse le yogourt obtenu, avant de le repartir en pots. On obtient un yogourt de type brasse 
presentant un pH de 4,62, une bonne texture cremeuse et une flaveur agreable, qui contient 6,4.1 0 7 
cellules/ml de Lbulgaricus CNCM 1-1067 et 4,5.10 s celiules/ml de S.thermophilus filant. 

On soumet ce yogourt au test de conservation decrit a I'exemple 1. Les resultats du test sont presentes 
5 au tableau 3 ci-apres. 

Exemple comparatif ii) 

On procede de la mani&re decrite a I'exemple 7, a ('exception du fait que Ton prepare un levain de 
70 L.bulgaricus non pas avec la souche CNCM 1-1067, mais avec Tune des souches presentant une faible 
activite proteolytique du brevet US 4425366. 

On inocule ensuite un meme lait et dans les memes conditions qu*a I'exemple 7. Apres 8h30 
d'incubation a 41 * C, on obtient egalement un yogourt de type brasse presentant un pH de 4,63, une 
texture cremeuse et une flaveur agreable, qui contient 1.6.10 7 cellules/ml de L.bulgaricus et 2,6.10 s 
75 cellules/ml de S.thermophilus. 

On soumet ce yogourt t^moin au test de conservation decrit a I'exemple 1 et Ton obtient les resultats 
presentes au tableau 3 ci-apres. 



20 



Tableau 3 



25 



Ex no Temps de Conservation 4 4°C 

(CNCM no) stockage pH degustation 



Conservation a 12 °C 
pH degustation 



30 



(d) 



35 



(1-1067) 



1 
7 
14 
24 



4,62 bon, doux 

4,53 bon, doux 

4,48 16g. aromatique 

4,47 l€g. aromatique 



4,62 bon, doux 
4,46 aromatique 
4,29 aromatique 
4,24 aromat ique 



40 



comparatif ii) 
(t^moin ii) 



45 



50 



1 
7 
14 
24 



4,63 doux 
4,54 doux 
4,47 doux 

4,39 16g. aromat ique 



4,63 bon, doux 

4,39 bon, doux 

4,25 leg. acide 

4,19 leg. acide 



55 Ces resultats montrent que la souche CNCM 1-1067 peut avantageusement remplacer Tune des 
souches de US 4425366 dans la preparation d'un yogourt longue conservation, car, pour une postacidifica- 
tion comparable, elle permet d'obtenir un yogourt plus aromatique qui contient un nombre relatif de cellules 
de L.bulgaricus plus eleve. 

8 
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Exemples 8-11 (selection) 

De la maniere decrite plus haut, on met en oeuvre le procede de selection d'un mutant de L.buigaricus 
selon la presente invention a partir de quatre souches meres diff^rentes utilisees commercialement, dont 
5 deux presentent des proprietes texturantes, a savoir filantes. On selectionne ainsi divers mutants presentant 
un ADN dans lequel manque un fragment ne comprenant qu'une partie du gene beta-galactosidase. 

Parmi ces mutants, quatre, a savoir un pour chaque souche mere differente, ont ete deposes a titre 
d'exemple, selon le Traits de Budapest, le 02.04.92, a la Collection Nationale de Cultures de Microorgani- 
smes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 7524 Paris Cedex 15, France, ou ils ont regu les Nos 
w CNCM 1-1191, 1-1193, 1-1196 et 1-1198. 

Des details concernant la morphologie et les proprietes de ces souches sont donnes ci-apres : 

Morphologie : 



75 - Microorganismes Gram positifs, catalase negatifs, anaerobes facultatifs. 
- Bacilles droits, sans flagelles, pas de formation de spores. 

Fermentation des sucres : 



20 - Production d'acide a partir de : 





1-1191 


1-1193 


1-1196 


1-1198 


D-glucose 


+ 


+ 


+ 


+ 


D-fructose 


+ 


+ 


+ 


+ 


D-mannose 


+ 


+ 


+ 


+ 


Trehalose 











Autres : 



- Pas de production d'acide a partir du lactose (pas d'enzyme beta-galactosidase fonctionnelle). 

- Les souches CNCM 1-1196 et 1-1198 presentent des proprietes texturantes (production de polysaccha- 
rides). 

Exemples 8 et 9 (preparation de yogourts) 

On prepare deux levains contenant chacun environ 10 8 cellules/ml de Tune des souches de 
L.buigaricus CNCM 1-1191 et 1-1193, ainsi qu'un levain contenant environ 10 9 cellules/ml d'une culture de 
Streptococcus thermophilus du commerce. 

On prepare deux lots de 40 I de lait frais a 3,7% de matiere grasse additionne de 1,5% de lait ecreme 
en poudre et pasteurise 3 min a 98 *C. On inocule chacun des deux lots avec 2% en volume de Tun des 
deux levains de L.buigaricus CNCM 1-1191 et 1-1193, et Ton incube a 40 *C durant respectivement 9 h et 4 
h 15 min. 

On obtient des yogourts qui presentent une texture ferme et lisse, une flaveur douce et typique, un pH 
de 4,65 et des teneurs respectives en nombre de cellules de L.buigaricus et de S.thermophilus par ml de 
4.5.10 6 (1-1191) et 2,2.10 s , ainsi que 2,4.10 7 (1-1193) et 5.5.10 8 . 

On soumet ces yogourts au test de conservation decrit a I'exemple 1. Les resultats sont presentes dans 
le tableau 4 ci-apres. 

Exemples 10 et 11 (preparation de yogourts) 

On prepare deux levains contenant chacun environ 10 8 cellules/ml de Tune des souches de 
L.buigaricus filantes CNCM 1-1196 et 1-1198, ainsi qu'un levain contenant environ 10 9 cellules/ml d'une 
culture de S.thermophilus du commerce. 

On prepare deux lots de 20 I de lait h 1 ,5% de matiere grasse additionne de 2,5% de lait Ecreme en 
poudre et pasteurise. On inocule chacun des deux lots avec 2% en volume de Tun des deux levains de 
L.buigaricus filant CNCM 1-1196 et 1-1198, et Ton incube 5 h a 40 *C. 

9 — ^ 
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On obtient des yogourts qui pr£sentent une texture cremeuse, une flaveur douce et typique, un pH de 
4 t 65 et des teneurs respectives en nombre de cellules de L.bulgaricus et de S.thermophilus par ml de 
6.0.10 s (1-1196) et 3,5.10 s , ainsi que 1.8.10 7 (1-1198) et 5,0.1 0 7 . 

On soumet ces yogourts au test de conservation decrit & Texemple 1 . Les resultats sont presentes dans 
5 le tableau 4 ci-apres. 



Tableau 4 



10 



15 



20 



Ex no (CNCM no) 


Temps de stockage 


Conservation a 4 * C 


Conservation a 12' C 




(d) 


pH 


oegusiation 


pli 


■ aey usiauon 


o u- 1 i y i ) 


1 
i 


4,50 


bon, doux 


4,50 


bon, doux 




7 


4,39 


bon, doux 


A 

4,^5 


con, aromatique 




14 


4,33 


bon, aromatique 


4,18 


bon, aromatique 




24 


4,28 


bon, aromatique 


4.05 


bon. aromatique 


9 (1-1193) 


1 


4,44. 


bon, doux 


4,44 


bon, doux 




7 


4,32 


bon, aromatique 


4,20 


bon, aromatique 




14 


4,25 


bon. aromatique 


4.12 


bon, aromatique 




24 


4,23 


bon, aromatique 


4,02 


bon, aromatique 


10 (1-1196) 


1 


4,45 


bon, doux 


4.45 


bon, doux 




7 


4,43 


bon, doux 


4,32 


bon. aromatique 




14 


4,41 


bon, doux 


4.23 


bon. aromatique 




24 


4,34 


bon, doux 


4,23 


bon, aromatique 


11 (1-1198) 


1 


4,50 


bon, doux 


4.50 


bon, doux 




7 


4,38 


bon, doux 


4,29 


bon, aromatique 




14 


4,40 


bon, doux 


4,24 


bon, aromatique 




24 


4,35 


doux, aromatique 


4,20 


bon, aromatique 



25 



30 



35 



40 



Si Ton compare ces resultats entre eux ainsi qu'avec ceux illustres au Tableau 1, Ex. no 1, on constate 
que la postacidification de tous ces yogourts est tres semblable et beaucoup moins rapide que celle du 
yogourt temoin (Tableau 1, Ex. comparatif i). Ceci montre que la mise en oeuvre du procede de selection 
selon la presente invention permet de selectionner a partir de souches meres differentes, autrement dit a 
partir de n'importe quelle souche de L.bulgaricus du commerce, des mutants, notamment des mutants 
presentant un ADN dans lequel manque un fragment ne contenant qu'une partie du gene beta-galactosida- 
se, qui, utilises en combinaison avec n'importe quelle souche de S.thermophilus du commerce permettent 
de preparer des yogourts de caractere traditionnel presentant pratiquement les memes proprietes remar- 
quables de conservation. 



Exemples 12-15 (selection) 



De la maniere decrite plus haut, on met en oeuvre le procede de selection d'un mutant de L.bulgaricus 
selon la presente invention a partir de quatre souches mere differentes utilisees commercialement, dont 
deux presentent des proprietes texturantes, a savoir filantes. On selectionne ainsi divers mutants presentant 
un ADN dans lequel manque un fragment comprenant un partie au moins du gene beta-galactosidase et 
s'etendant au moins en aval de ce gene sur au moins 1 ,0 kb. 

Parmi ces mutants, quatre, a savoir un pour chaque souche mere diff^rente, ont ete deposes a titre 
d'exemple, selon le Traite de Budapest, le 02.04.92, a la Collection Nationale de Cultures de Microorgani- 
smes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Dr. Roux, 7524 Paris Cedex 15, France, ou ils ont regu les Nos 
CNCM 1-1192, 1-1194. 1-1195 et 1-1197. 

Des details concernant la morphologie et les proprietes de ces souches sont donnes ci-apres : 

Morphologie : 



- Microorganismes Gram positifs, catalase n^gatifs, anaerobes facultatifs. 

- Bacilles droits, sans flagelles, pas de formation de spores. 



10 
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Fermentation des sucres : 

- Production d'acide a partir de : 



5 





1-1192 


1-1194 


1-1195 


1-1197 


D-glucose 


+ 


+ 


+ 


+ 


D-fructose 




+ 


+ 


+ 


D-mannose 


+ 


+ 


+ 


+ 


Trehalose 


+ 









Autres : 

- Pas de production d'acide a partir du lactose (pas d'enzyme beta-gaiactosidase fonctionnelle). 

- Les souches CNCM 1-1195 et 1-1197 presentent des proprietes texturantes (production de polysaccha- 
rides). 

Exemples 12-15 (preparation de yogourts) 

On prepare quatre levains contenant chacun environ 10 8 cellules/ml de Pune des souches de 
Lbulgaricus CNCM 1-1192, 1-1194, 1-1195 et 1-1197, ainsi qu'un levain contenant environ cetlutes/ml d'une 
culture de Streptococcus thermophilus du commerce. 

On prepare quatre lots de 40 I de lait frais a 3,7% de matiere grasse additionne de 1,5% de lait ecreme 
en poudre et pasteurise 3 min a 98 *C. On inocule chacun des quatre lots avec 2% en volume de Tun des 
quatre levains de L.bulgaricus CNCM 1-1192, 1-1194, 1-1195 et 1-1197, et I'on incube 9 h a 40° C. 

On obtient des yogourts qui presentent une texture ferme et lisse (1-1192, 1-1194) ou cremeuse (1-1194, 
1-1195), une flaveur douce a tres douce et typique, des pH respectifs de 4,60 (1-1192), 4,80 (1-1194), 4,76 ti- 
ll 95) et 4,66 (1-1197), et des teneurs respectives en nombre. de cellules de L.bulgaricus et de 
S.thermophilus par ml de 9.9.10 5 (1-1192) et 1,1.10 s , 3.5.10 6 (1-1194) et 7,9.10 7 , 2,3.10 6 (1-1195) et 9.3.10 7 , 
ainsi que 1.7.10 7 (1-1197) et 1,7.10 s . 

On soumet ces yogourts au test de conservation decrit a I'exemple 1. Les resultats sont presentes dans 
le tableau 5 ci-apres. 



40 
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50 
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Tableau 5 



Ex no (CNCM no) 


Temos de stockaoe 


Conservation a 4 ° C 


Conservation & 12* C 




(d) 


PH 


degustation 


pH 


degustation 


12 (1-1192) 


1 


4 S7 


UU'l, UUUA 


4 57 


hnn rioux 




7 


4 4fi 
*t,*tu 


hnn Hr*i iv 

UUI 1 1 UUUA 


4 33 


bon aromatiaue 




14 


4,49 


bon, doux 


4.33 


bon, aromatique 




24 


4,40 


bon, aromatique 


4,26 


bon, aromatique 


13 (1-1194) 


1 


4 Qn 


U CO UUUA 


4 90 


tres doux 




7 


4 77 


li Co UUUA 


4 60 


hnn doux 




14 


4,74 


tres doux 


4,64 


bon, doux 




24 


4,66 


bon, doux 


4,53 


bon, doux 


14 (1-1195) 


1 


4,61 


bon, doux 


4,61 


bon, doux 




7 


4,57 


bon, doux 


4,43 


bon, doux 




14 


4,59 


bon, doux 


4,34 


bon, aromatique 




24 


4,49 


bon, doux 


4,29 


bon, aromatique 


15 (1-1196) 


1 


4,52 


bon, doux 


4,52 


bon, doux 




7 


4,48 


bon, doux 


4,34 


bon, aromatique 




14 


4,41 


bon, doux 


4,18 


bon, aromatique 




24 


4,31 


doux, aromatique 


4,20 


bon, aromatique 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Si Ton compare ces resultats entre eux ainsi qu'avec ceux illustres au Tableau 1, Ex. no 2, on constate 
que la postacidification de tous ces yogourts est tres semblable, beaucoup moins rapide que celle du 
yogourt temoin (Tableau 1, Ex. comparatif i), et meme encore plus faibie que celle des yogourts des 
exemples 1,8,9,10 et 11. Ceci montre que la mise en oeuvre du procede de selection selon la presente 
invention permet de selectionner a partir de souches mere differentes, autrement dit a partir de n'importe 
quelle souche de L.bulgaricus du commerce, des mutants, notamment des mutants presentant un ADN 
dans lequel manque un fragment contenant une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etendant 
au moins en aval de ce gene sur au moins 1,0 kb, qui, utilises en combinaison avec n'importe quelle 
souche de S.thermophilus du commerce permettent de preparer des yogourts de caractere traditionnel 
presentant pratiquement les memes proprietes remarquables de conservation. 

Revendications 



40 



1. Yogourt comprenant 

- 10-20% en poids de matiere seche d'un lait animal et/ou vegetal, 

- de 10 6 -10 10 cellules/ml d'un mutant de Lactobacillus bulgaricus dans 1'ADN duquel manque un 
fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase, et 

- de lO^-IO 10 cellules/ml de Streptococcus thermophilus. 



45 



50 



Yogourt selon la revendication 1, dans lequel ledit fragment d'ADN manquant audit mutant de 
L.bulgaricus ne comprend qu'une partie du gene b§ta-galactosidase. 

Yogourt selon la revendication 1, dans lequel ledit fragment d'ADN manquant audit mutant de 
L.bulgaricus comprend une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etend au moins en aval de 
ce gene sur au moins 1,0 kb. 

Yogourt selon la revendication 1, dans lequel ledit mutant est Tune des souches de Lactobacillus 
bulgaricus CNCM 1-1067, 1-1068, 1-1191. 1-1192, 1-1193. 1-1194, 1-1195. 1-1196, 1-1197 et 1-1198. 



55 



Procede de preparation d'un yogourt, dans lequel on fait fermenter un lait avec une combinaison d'au 
moins une souche de Streptococcus thermophilus et d'un mutant de Lactobacillus bulgaricus dans 
PADN duquel manque un fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase. 



6. Procede selon la revendication 5, dans lequel on inocule ledit lait avec 0,2-5% en volume d'une culture 

12 - 



BNSOOCID: <6P 051 8096 A1J_> 



f 

* : EP 0 518 096 A1 



contenant 10 6 -10 10 cellules/ml dudit mutant de Lactobacillus bulgaricus et 1-5% en volume d'une 
culture contenant 10 6 -10 10 cellules/ml de Streptococcus thermophilus. 

7. Procede selon la revendication 5, dans lequel on fait fermenter un lait animal et/ou vegetal comprenant 
5 10-20% en poids de matiere seche, durant 2,5-15 h a 35-48* C. 

8. Procede selon la revendication 5, dans lequel ledit mutant de L.bulgaricus presente un ADN ou 
manque un fragment ne comprenant qu'une partie du gene beta-galactosidase. 

70 9. Procdde selon la revendication 5, dans lequel ledit mutant de L.bulgaricus presente un ADN ou 
manque un fragment comprenant une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etendant au 
moins en aval de ce gene sur au moins 1 ,0 kb. 

10. Procede selon la revendication 5, dans lequel ledit mutant est i'une des souches de Lactobacillus 
75 bulgaricus CNCM 1-1067, 1-1068, 1-1191, 1-1192, 1-1193, 1-1194, 1-1195, 1-1196, 1-1197 et 1-1198. 

11. Mutant de Lactobacillus bulgaricus, presentant un ADN ou manque un fragment comprenant une partie 
au moins du gene beta-galactosidase. 

20 12. Mutant selon la revendication 11, dans lequel ledit fragment d'ADN manquant ne comprend qu'une 
partie du gene beta-galactosidase. 

13. Mutant selon la revendication 11, dans lequel ledit fragment d'ADN manquant comprend une partie au 
moins du gene beta-galactosidase et s'etend au moins en aval de ce gene sur au moins 1,0 kb. 

25 

14. Mutant selon la revendication 11 choisi parmi les souches de Lactobacillus bulgaricus CNCM 1-1067, I- 
1068, 1-1191, 1-1192, 1-1193, 1-1194, 1-1195, 1-1196, 1-1197 et 1-1198. 

15. Procede de selection d'un mutant de Lactobacillus bulgaricus, dans lequel: 

- on realise un criblage d'une souche mere de L.bulgaricus sur plaque X-gal pour isoler des 
colonies presentant une mutation beta-galactosidase moins, 

- on soumet ces colonies de mutants a un test de stabilite dans un milieu contenant du lactose 
comme seule source d'energie, 

- on digere I'ADN chomosomique de mutants stables a Taide d'enzymes de restriction et on le 
soumet a un test de detection de fragments compris dans une region comprenant le gene b§ta- 
galactosidase, et 

- Ton selectionne un mutant presentant un ADN dans lequel manque un fragment comprenant une 
partie au moins du gene beta-galactosidase. 

40 16. Procede selon la revendication 15, dans lequel on selectionne un mutant presentant un ADN dont ledit 
fragment manquant ne comprend qu'une partie du gene beta-galactosidase. 

17. Procede selon la revendication 15, dans lequel on selectionne un mutant presentant un ADN dont ledit 
fragment manquant comprend une partie au moins du gene beta-galactosidase et s'etend au moins en 
45 aval de ce gene sur au moins 1 ,0 kb. 



50 



55 
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